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(54) ritle: ARTICLES HAVING AN ACnVAIED SURFACE FOR IMMOBILIZING MACROMOLECULES AND METHOD 
FOR PRODUCING SUCH ARTICLES 

(54) Bezeichnung: ARTEKEL MIT AKTIVIERTER OBERFLACHE ZUR IMMOBILISIERUNG VON MAKROMOLEKOLEN 
UND VEREAHREN ZUR HERSTELLUNG SOLCHER ARTIKEL 

(57) Abstract: The invention relates to articles having an activated surface for immobilizing bioorganic macromolecules. Said arti- 
cles comprise: a substrate with a surface; a dendritic skeleton linked to the substrate surface, and; a number of first coupling groups 
^ linked to the dendritic skeleton for inimobilizing biooiganic macromolecules. The articles can be produced using a method compris- 
ing die following stq>s: providing a substrate with a surface; linking the substrate surface to a dendritic skeleton, and; famishing die 
VO dendritic skeleton with a number of first coupling groups for immobilizing bioorganic macromolecules. 

I> 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben werden Artikel mit aktivierter Oberfl^he zur Immobilisierung bioorganischerMakromoIe- 
kule, umfassend dn Substrat mit einer Oberflache, ein mit derSubstrat-Oberflache verkniipftes dendrimeres Geriist und eine Anzahl 
von mit dem dendrimeren Geriist verknupften ersten Kupplungsgruppen zur Immobilisierang bioorganischer Makromolekiile. Die 
^5 Artikel lassen sich duich ein Verfahr^ mit folgenden Schritten herstellen: Bereitstellen eines Substrates mit einer Oberflache. Ver- 
^ kniipfen der Substrat-Oberflache mit einem dendrimeren Geriist und; Aasrusteri des dendrimeren Geriistes mit einer Anzahl von 
ersten Kupplungsgruppen zur Immobilisierung bioorganischer MakromolekQle. 
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Artikel mlt aktiVlerter OberflSbhe zur fmmobHisieaing von MakromolekQIen 
und Verfahren zur Herstellung soldier Artikel 



Die vorliegende Erfindung betrifft Artikel, insbesondere Sensoren, mit aktivierter 
OberflSche zur Immobilisierung Insbesondere bioorganischer MakromolekQIe 
sowie Verfahren zu deren Herstellung. Die erfindungsgemalJen Verfahren 
umfassen insbesondere Verfahren zur Erzeugung von aktivierten 
Sensoroberfiachen zur hocheffizienten kovaleriten Immobilisierung insbesondere 
bioorganischer MakromolekQIe. 

Der Nachwels von beispfelswelse bloorganlschen MakromolekQIen Qber 
Affinltatsreaktlonen an Biosensoren erfordert Substrat-Oberfiachen, die mit einem 
Reaktionspartner der wechselwirkenden Blomolekule beschichtet sind 
(Festphasen-Methode). Um diesen Reaktionspartner dauerhaft auf einer 
Sensomriatrix (als Belsplel eIner Substratoberfiache) fixleren zu konnen, 1st diese 
zuvor chemlsch so zu modifizieren, dass reaktive Kupplungsgruppen zur 
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Immobilisierung bereitgestellt werden. Bei diesen Kupplungsgruppen handelt es 
sich typischerweise urn reaktive Hydroxy!-, Amino-, Carboxyl-, Acylhalogenid-, 
Aldehyd", Isothloqranat- oder Epoxygmppen. die Qber Spacer kovalent mit der 
Oberflache verknQpft sind. Besonders attraktiv, weil kostenminimierend ist es, 
wenn der Sensor regenerierbar und damit mehrfach venvendbar ist. Deshalb solite 
die Immobilisierungsmethode so konzlpiert werden, dass die Fixierung der 
MakromoIekQIe auf der Oberflache Qber kovalente, oxidationsstablle 
Linkersysteme erfolgt 

FrOhere Strategien zur Immobilisierung gehen von linearen Linkern aus. So lessen 
sich beispielsweise Siliciumdioxid-Oberflachen durch Beschichtung mit einem N- 
Afkylamlno-Silan fQr die Kupplung bioorganischer MakromoIekQIe aktivleren 
(Chrisey, L.; OTerrall, C.E.; Spargo, BJ.; Dulcey, C.S.; Calvert, J.M. Nucleic 
Acids Research 24/15 3040-3047 (1996)). Eine andere Mogliclikeit besteht darin. 
Gold-beschichtete Oberflachen einzusetzen, indem die Kupplung der 
MakromoIekQIe Qber eine -f u n ktionalisierte Alkylthiol-SAM (SAM=self- 
assambled-monolayer) (Bardea, A.; Dagan, A.; Willner, I. AnaL Chim. Acta 385, 
33-43 (1998)) erfolgt Enthalt das zu immobilisierende Makromolekul Thiol- 
Gruppen, ist die direkte Kupplung durch Chemisorption an die Goldoberflache 
moglich, vgL DE 19807339 A1. Glasoberflachen lassen sich durch den Einsatz 
geeigneter Silane funktionalisieren. Zur Immobilisierung von hydroxyl- oder 
aminofunktionalisierten BiomolekQIen werden h§ufig mit Epoxyalkylsilan aktivierte 
Glasoberflachen eingesetzt (vgl. US-Patent 5,919,626), wShrend thiolierte 
MakromoIekQIe Qber DisulfidbrQcken an Thiolsilan-aktivierte Oberflachen 
gekuppelt werden kSnnen (vgl. US-Patent 5,837,860). Eine weitere Moglichkeit 
besteht in der Venvendung von Avidin / Streptavidin beschichteten Oberflachen, 
die sich als hochaffin gegenQber biotinylierten Substanzen epA^eisen (vgl. DE 
3640412 A1; DE 19724787 A1). 

Die aufgefQhrten Verfahren sind jedoch optimierungsbedOrfUg, da sie im 
allgemeinen nur zu einer geringen Belegungsdichte und einer mangelnden 
Regenerierbarkeit der so hergestellten Oberflachen fOhren. Beispielsweise wird 
die Au-Schwefel-Bindung in Gegenwart von Sauerstoff oxidativ zerstort, 
Avidin/Streptavidin-Oberflachen werden bei themiischer Regeneration denaturiert 
und silylierte Glas-Oberflachen sind instabil gegenQber alkalischen Medien mit 
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einem pH > 8 (vgl. Sandoval, J.E. et. al., Anal. Chem. 63, 2634-2641 (1991)). Die 
durch Sllyliemng erhaltenen Glas-Oberflachen weisen zudem nur eine geringe 
Beladungsdichte auf, was hSufig zu einer ungenugenden Sensitivitat der Sensoren 
fDhrt (vgl. Southern et al. Nature genetics supplement 21 , 5-9 (1999)). 

inzwischen gibt es mehrere Arberten mit dem Zlel, die Beladungsdichte und 
Regenerierbarkeit der Oberfldchen zu verbessem, z. B. durch den Einsatz von 
kovalent (vgL LOfas, S. et al. Pure AppL Chem. 67, 829-834 (1995)) Oder 
chemisorptiv auf Gold (vgl. Johnsson, B.; Ldfas. S.; Lindquist, G. Anal. Biochem. 
198, 268-277 (1991)) gebundenen Dextran-Zwischenschlchten mit 
Hydrogeleigenschaflen. Die Immobllisierung an diesen OberflSchen erfolgt Jedoch 
statistisch Innerhalb der Hydrogelmatrix, was sich nachteilig auf die Zugangllchkeit 
der immobilisierten Komponente auswirkt, da die heterogene Interphasen- 
Reaktion durch Diffusionsprozesse limitiert wird (vgl. Southern et al. Nature 
genetics supplement 21, 5-9 (1999)). Dieses Problem tritt auch bei dem Ansatz 
auf, oberflachenaktivierte Mikropartikel (CPG, Magnetic Beads. Mem'field Harz, 
etc.) auf den Sensoroberflachen kovalent zu binden, urn hierdurch eine 
Oberflachen-Vergroflerung zu enreichen (vgL US-Patent 5,900,481). Die so 
praparierten Oberflachen sind mikroporos und erweisen sich bei 
Affinitatsreaktionen aufgrund limitierter Diffusion als problematisch. 

Von Beier et al. wird ein Verfahren beschrieben, mit dem es gelingt, die Anzahl 
potentieller Bindungsstellen fQr Makromoiekule auf der Sensoroberflache durch 
den in-situ-Aufbau verzweigter Linkersysteme zu erhShen (vgl. Beier, M.; 
Hoheisel, J.D. Vol27/No9, 1970-1977 (1999)). Allerdings ist hierzu, nach 
yorhergehender Aminierung des Supports (Substrats) (Silylierung, RFPE = 
Radiofrequenzplasmaentladung in Ammoniak, eta), die sukzessive Wiederholung 
einer ca. 1-2 Tage dauemden, 2-stufigen Synthese, gefolgt von einer 
abschlieBenden Endgruppenaktivierung, notwendig. Typischerweise sind so 8 und 
mehr Reaktionsschritte an mehreren Tagen erfordertich, urn die akUvierten 
OberfiSchen herzustellen. 

Angesichts der bestehenden Nachteile der bekannten Verfahren war eine erste 
(TeiI-)Aufgabe der vorliegenden Erfindung- die Bereitstellung eines Artikels, 
insbesondere Sensors, mit einer aktivierten Oberflache, die Qber eine hohe Dichte 
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an reaktiven Kupplungsgruppen verfugt und zudem eine hohe physikalisch- 
chemlsche Stabilitat gegenuber theimlschen und chemischen 
Regenerafionsschritten aufweist. 

In verfahrensmaBiger Hinslcht war es eine zweite (Teil-)Aufgabe der voriiegenden 
Erfindung, eine Methode anzugeben, die es erlaubt, in wenigen Reaktionsschiitten 
eine derarb'ge aktivierte Oberfl3che aufzubauen. 

Eine dritte (Teil-)Aufgabe der voriiegenden Erfindung war die Angabe eines 
entsprechenden Verfahrens zur f-lersteliung eines Artikeis (insbesondere Sensors) 
mit einem auf der OberflSche immobilisierten bioorganischen MakromolekOL 

Die erste (Teil-)Aufgabe wird gelost durch einen Artikel mit aktivierter Oberflache 
zur Immoblllsierung insbesondere bioorganischer IVIakromolekQIe, umfassend 

- ein Substrat mit einer Oberflaclie, 

- ein mit der Substrat-Oberflacfie verknQpftes dendrimeres Gerust und 

- eine Anzahl von mit dem dendrimeren Gerust verknQpften ersten 
Kupplungsgruppen (also z.B. NHS oder Isothiocyanatgruppen) zur 
Immobilisierung bioorganisclier l\/lakromolekule. 

Bei dem Artikel kann es sicti insbesondere um einen (Bio-)Sensor Oder 
Sensorelement, wie beispielsweise ein DNA-Mikroanray, ein Protein-Array aus 
AntikSrpem-, Rezeptoren- und/oder Enyzmen, ein Testarray aus Peptlden, 
Peptoiden, oder niedermolekularen Verbindungen wie Pharmakophore oder 
andere Wirkstoffe handeln. 

Das dendrimere GerQst kann den Anforderungen des Einzelfalis entsprechend 
eine Vielzahl von identischen oder unterschiedlichen ersten Kupplungsgruppen 
(also Z.B. NHS-Ester, Isothlocyanatgmppen, Nudeinsaurestrange o.dgL) 
umfassen. So sollen Sensoren haufig in der Lage sein unterschiedlichste Analyten 
nachzuweisen, und es ist dann sinnvoll, diesen unterschiedlichen Analyten 
unterschiedliche erste Kupplungsgruppen anzubieten. 

Vorteilhaftenfl/eise ist die Substrat-Oberflache mit dem dendrimeren GerOst Qber 
eine VerknQpfungseinheit verknupfl, die (bei der Herstellung des Artikeis,. siehe 
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dazu unten) durch Umsetzung einer der Substrat-Oberflache zugeordneten 
Inltiator-Gruppe mit einer dem dendrimeren Gerust zugeordneten komplementaren 
funktionellen Gruppe gebildet werden kann. War ursprQnglich beispielsweise der 
Oberflache sine Initiatorgruppe mIt einer freien Carboxy-Funktion zugeordnet und 
war die komplementare Gruppe des dendrinfieren GerOsts eine Aminofunktion, so 
iiandeit as sich bei der VerknQpfungseinheit um ein Amid. Weitere Beispiele fQr 
Initiatorgruppen und komplementare funktlonelle Gruppen werden welter unten Im 
Zusammenhang mit der Eriauterung der erfindungsgemaiXen 
Herstellungsverfahren angegeben. Dem Fachmann 1st in KenntnIs der Edukt- 
Gruppen klar, wie die (Produkt-)VerknQpfungselnhelt aufgebaut ist. 

Das dendrimece GerQst kann insbesondere folgende dendrimeren Grundeiniieiten 
umfassen, die im dendrimeren GerOst miteinander vemetzt sein k5nnen: 
Starburst-Dendrimere und deren insbesondere chemisch oder biochemisch 
modifizierte Derivate, IVIetallodendrimere, Carbosilan-Dendrimere, Polysilan- 
Dendrimere, Glycosyl-haltige Dendrimere, Saccfiarid- und Oligosaccharld- 
Dendrimere und deren Derivate, Peptid- und Oligopeptid-Dendrimere und deren 
Derivate sowie Nucleotid- und Oligonucleotid-Dendrimere und deren Derivate. 

Vorteiltiaftenveise tragt das dendrimere GerQst erste Kupplungsgruppen zur 
Immobilisierung insbesondere bioorganischer iVIakromolekOle oder sonstiger 
Substanzen, die (bei der Herstellung des Artikels, sielie dazu unten) durcti 
Umsetzung einer dem dendrimeren GerQst zugeordneten funktionellen Gmppe mit 
einer liomo- oder heterobifunktionellen Linkersubstanz (LInkermolekQI) gebildet 
werden k6nnen. Handelt es sich bei der dem dendrimeren GerQst zugeordneten 
funktionellen Gruppe beispielsweise um eine Aminofunktion und handelt es sich 
be! der Linkersubstanz um die homobffunktlonelle Substanz Phenylen-1,4- 
diisothiocyanat, so tragt das dendrimere GerQst als erste Kupplungsgruppe eine 
Isothlocyanatgruppe. Weitere Beispiele fOr Linkersubstanzen werden weiter unten 
im Zusammenhang mit der Eriauterung der erfindungsgemaiSen 
Herstellungsverfahren angegeben. Dem Fachmann ist in Kenntnis der Edukt- 
Gruppen War, wie die erste (Produkl-)KuppIungsgruppe, die bei Einsatz 
bifunktioneller LinkermolekQIe monofunkHonell ist, aufgebaut ist 
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Vorteilhafterweise umfasst das dendrimere Gerust mit der Substrat-Oberflache 
verknupfte dendrimere Gaindeinheiten, die untereinander vernetzt sind, 
beispielsweise mit Hllfe bifunktioneller Linkersubstanzen (LInkemiolekQIe). Zu den 
hieraus resultierenden Vorteilen siehe unten. 

Die zweite (Teil-)Aufgabe wird geiest durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Artikels mit aktivierter Oberflache zur Immobilislerung insbesondere 
bioorganischer Makromolekule, mit folgenden Schritlen: 

- Bereitstellen eines Substrates mit einer Oberflache 

- VerknQpfen der Substrat-Oberflache mit dendrimeren Grundeinheiten 
(insbesondere den Grundeinheiten eines dendrimeren Gerusts) und 

- Ausrusten des dendrimeren Gerustes mit einer Anzahl von ersten 
Kupplungsgmppen zur Immobilislerung Insbesondere bioorganischer 
Makromolekule. 

Der hergestellte ArHkel 1st dann In der Regel ein Artikel, wie er zuvor naher 
beschrieben wurde. 

Die Substrat-Oberfl3che wird Qbllcherweise zunSchst mit einer reakth^en Initiator* 
Gruppe modrftziert, dh. die Inltiatorgruppe wird mit einer (unmodifizlerten) 
Substrat-Oberflache verbunden, bevor dann in einem Folgeschritt die 
(modifizlerte) Substrat-Oberflache mit dem dendrimeren GerQst verknQpfl (und 
somit welter nnodiflziert) wird. Die Modifikation der Substrat-Oberflache kann unter 
Ei'nsatz von Standardmethoden erfolgen, vgl. Fig. 6. 

Die reaktrve, oberflachengebundene Inttiator-Gruppe kann dabel ausgewahit sein 
aus einer der folgenden chemisch reakUven Gruppen: Hydroxyl-, Amino-, 
Carbo)yK Acylhalogenid-, Ester-, Aldehyd-, Epoxy- oder Thiolgruppe. Sle kann 
auch ausgewahit sein aus einer der folgenden biologisch Oder chemisch 
reaktiven Gruppen: Disulfide, Metallchelate, Nucleotide- und Oligonucleotide, 
Peptide oder Haptene, wie beispielsweise Biotin-, Digoxigenin-, 
Dinitrophenylgruppen oder ahnliche Gruppen. 

Die (unmodlfizierte) Substrat-Oberflache, an die die reaktive Initiator-Gruppe 
gekuppelt wird, winj vorzugswelse ausgewahit sein aus der folgenden Gruppe, die 
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besteht aus: Tragermaterialien auf der Basis von Metallen, Halbmetallen, 
Halbleitermaterialien, Metall- und Nichtmetalloxiden; Glaser; Kunststoffe; 
organische und anorganische Polymere; organische und anorganische Filme und 
Gele, insbesondere als Beschichtung eines der vorgenannten MateriaDen. 

Das dendrimere GerOst, welches Oblicherweise Qber die reaktive Initatior-Gruppe 
einer modrRzierten Substrat-Oberfache mit dieser verknQpft wird. kann mehrcre 
glelche Oder unterschiedliche funktionelle Gruppen pro dendrimerer Grundeinhelt 
umfassen. Bevorzugt handelt es sich hierbei urn AminoalkyI-, HydroxyalkyI- oder 
Carboxyalkyl-Gruppen, die in der Peripherie der dendrimeren Grundelnheit 
gebunden sind und mit Hilfe der Linkersubstanz in die erste Kupplungsgruppe 
QberfQhrbar sind. 

Die dendrimeren Grundeinheiten konnen vorzugsweise ausgewahit sein aus der 
folgenden Gruppe, die besteht aus: Starburst-Dendrimere und deren chemisch 
und biochemlsch modifizierte Derivate, Metallodendrimere, Glycosyl-haltige 
Dendrimere, Saccharid- und Oligosaccharid-Dendrimere und deren Derivate, 
Pepfid- und Oligopepfid-Dendrimere und deren Derivate sowie Nudeotid- und 
Oligonucleotid-Dendrimere und deren Derivate. 

Die Dendrimere, denen im fertigen erfindungsgemalien Artike) die dendrimeren 
Grundeinheiten entsprechen, werden in der Regel vor DurchfQhmng des 
erfindungsgemalien Verfahrens auf Qbliche Weise synthetisiert (Zeng, F.; 
Zimmemian, S.C.; Chem, Rev. 97, 1681-1712 (1997)) und zur Durchftihrung des 
erfindungsgem§Ben Verfahrens bereitgestellt. 

Es kann slch urn Dendrimere handein, die 

(a) In-situ durch kovalente oder nicht-kovalente Wechselwirkungen durch efnen 
paralielen Prozess. beisplelswelse durch die Selbstorganisation auf der 
Basis von Wasserstoffbrucken-Bindung, Van-der-Waals-, Couloml> oder 
Metall-Ligand Wechselwirkung, oder 

(b) in-situ durch einen sukzessiven Prozess uber kovalente oder nicht-kovalente 
Wechselwirkungen wie beispielsweise der Selbstorganisation durch 
Wasserstoffbrucken-Bindung, Coulomb-Wechselwiri<ung oder der Metall- 
Ligand Wechselwirkung 

aufgebaut werden. 
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Vortellhafterweise werden die dendrimeren Grundeinheiten (d.h. die Edukt- 
Dendrimere oder das daraus gebildete dendrimere Gerust) mit einer Anzahl von 
Kupplungsgruppen zur Immobilisierung insbesondere bioorganischer 
MakromolekQIe ausgestattet, indem der dendrimeren Goindeinheit zugeordnete 
funktioneile Gruppen mit einer liomo oder heterobifunlctionellen Linkersubstanz 
(LinkemnolekQI) umgesetzt werden. 

Die dendrimeren Grundeinheiten kSnnen vor oder nach dem VerknOpfen der 
Substrat-Oberflaclie mit den dendrimeren Grundeinlieiten mit den ersten 
Kupplungsgruppen ausgerQstet werden. 

Als homobifunktionelle Linkereubstanzen konnen insbesondere eingesetzt 
werden: 

photodiemisch, cliemisch, biociiemiscli oder biologisch aktive Verbindungen wie 
beispielweise DicarbonsSuren und deren Anhydride, Disuccinimidylglutarat, 
Phenyiendiisothiocyanate, Bfe-I(i-(4-azidosalicylamido)ethyl]disutfide, 1 ,4-Bfe- 
IVIaleimidoalkane, 1 ,6-Hexan-b/s-vinylsulfon. 

Als heterobifunktionelle Linkersubstanzen konnen insbesondere eingesetzt 
werden: 

photochemisch, chemisch, biochemisch oder biologisch aktive Verbindungen wie 
beispielweise 3-I(2-Aminoethyl)dithio]propionsaure, W-a- 

Malelmldoacetoxyjsuccinimid, 4-(p-Azldosali(ylamido]butylamin, A/-[(li-Malimido- 
propoyloxyjsucclnimid, W-[K-Malimidoundecansaure]hydrazid, Succlnimidyl-6-[3- 
(2-pyridyIdithio)-propionamido]hexanoat, A^Succinimidyl-iodoacetat 

In Kenntnis der den dendrimeren Grundeinheiten zugeordneten funktionellen 
Gruppen und der elnzusetzenden bifunkHonellen Linkersubstanzen kann der 
Fachmann prSzise vorhersagen, welche Funktionalitaten das dendrimere GerOst 
des ferfigen Artikels tragt. 

Im HInblick auf eine hohe physikalisch-chemische Stabilitat besonders bevorzugt 
ist eine Verfahrensgestaltung (und sind es dementsprechend die dann 
resultierenden Artikel), bei der die Oberflachen-gebundenen dendrimeren 
Grundeinheiten mit Hilfe homobifunktionaler Linkersubstanzen, ausgenommen 
CarbonsSureanhydride, quervernetzt werden. so dass ein polymerer DQnnfilm aus 
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dendrimeren Grundeinheiten entsteht Die Linkersubstanzen sind dabei 
vorzugsWeise aber nicht notwendigerweise die gleichen, die zur Erzeugung der 
Kupplungsgmppen eingesetzt werden; auf die obigen Ausfuhrungen zu 
bevorzugten Linkersubstanzen wird venviesen. 

Im Hinblick auf eine hohe Immobilislemngskapazitat besonders bevorzugt 1st 
hingegen eine Verfahrensgestaltung (und sind es dementsprechend die dann 
resultierenden Artikel), bei der die erste Kupplungsgruppe mil Hilfe 
heterobifunktionaler Linkersubstanzen oder mit Carbonsaureanhydriden erzeugt 
wird. Bei dieser Verfalnrensgestaltung wird jede funktionelle Gruppe der 
dendrimeren Grundeinheit in eine aktive Kupplungsgruppe umgewandelt; auf die 
obigen AusfOhrungen zu bevorzugten Linkersubstanzen wird venviesen. 

Die Auswahl von Dendrimeren (dendrimeren Grundeinlieiten) und 
Linkersubstanzen wird der Fachmann dementsprediend insbesondere mit Blick 
auf die zu immobilisierenden Substanzen und mit Blick auf eine gute Vemetzung 
der dendrimeren Grundeinheiten vomehmen. 

Gemass der bevorzugten Verfahrensgestaltung wird aus den oberflachenfixierten 
Dendrimeren durch kovalente Vemetzung eine makromolekulare Oberflache 
aufgebaut Die so generierten Oberflachen weisen im Vergleich zu gangigen 
linearen Linkersystemen zwei entscheidende Vorteile auf. Durch die (kovalente) 
Quervemetzung der immobilfsierten Dendrimere besitzen die Oberflachen eine 
erhohte physikalisch-chemische Stabilitat und ermoglichen damit die veriustfreie 
Regenerierbarkeit der mit biooipanischen MakromolekQIen beladenen 
Oberflachen (beispielsweise Sensor-Oberflachen). Des weiteren wird durch die 
Venwendung polyfunktlonalisierter Dendrimere die Immobilisierungseffizienz 
drastisch erhSht In Kombination mit der In der diemischen Natur der Dendrimere 
begrOndeten hohen Fiexibilitat des Linkersysfems ergibt sich eine hohe Sensitivit§t 
bei heterogenen Affinitatsreaktionen, wie beispielsweise der Hybridisierung von 
Nudeinsauren und von AntikSrper-Antigen, von Protein-Protein-, von Prolein- 
Ligand- oder von Rezeptor-Substrat Wechselwlrkungen. 

Besonders bevorzugt ist eine Verfahrensgestaltung, bei der der Aufbau des 
dendrimeren GerOsts und somit ein wesentlicher Schritt bei der Herstellung 
erfindungsgemaBer Artikel, z-B. der Aufbau von Aminodendrimer- 
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Sensoroberflachen, Qber eine SandwiclvPraparation erfolgf. Wfe in Fig. 5 
schematisch gezeigt, werden hierbei jeweils zwei z.B. durch Aminosilylierung und 
anschlieSende Aktfvlerung mittels 2.B. Dlsuccinlmidylgfutarat aktmerte Substrate, 
beispielsweise zwei Glas-Objekttrager elner Flache von ca. 3 x 8 cm (belfebige 
andere GroBen sind ebenfalte einsetzbar), paarweise so zusammehgeselzt, dass 
die Immobiiisierung des Dendnmers im Zwischenraum zwischen den zwei 
Substraten (z.B. GlastrSgem) erfolgen kann. Bei Verwendung von Glas- 
ObjefcttrSgem werden liierzu typisdienveise etwa 100 Mikroliter efner 10%igen 
L5sung des (Amino-)Dendrimers auf die OberflSche eines der zwei Objelcttrager 
aufgetragen, und anschlieBend durcfi. Auflegen des zweiten Objekttragers der 
Tropfen der {Amino-)Dendrimer-L6sung gespreitet, so dass sich ein dOnner Film 
der (Amino-)Dendrimer-L6sung zwischen den zwei Substraten ausbildet Von 
besonderem Vorteil bei diesem Vorgehen ist einerseits, dass durch den 
aufgetragenen Dunnfilm die Realctionsgeschwindiglceit und Homogenitat der 
Oberflachenreal^tion verbessert werden, und andererseits, dass nur geringe 
Mengen der teuren Reagenzienl5sungen benotigt werden. Die Sandwich- 
Praparation Icann ebenfalls zur Erzeugung der ersten Kupplungsgruppe 
angewendet werden, indem eine gesattigte Losung der Linl<ersubstanz, z.B. 
Glutarsaureanhydrid oder 1,4-Phenylendiisothiocyanat auf die, mit dendrimeren 
Elnherten beschichteten Substrate aufgebracht wird 

Eine besonders vorteilhafte Ausgestaltung des erfindungsgemaHen Verfahrens 
besteht darin, zunachst gro&e planare Substrate, deren Flache beispielsweise 
einem Vielfachen einer angestrebten Chlp-Oberfladie entspricht, mit Hilfe der 
oben besdirlebenen Schritte mit Dendrimer-Sciiichten zu modifizieren. 
Typischerweise wird hierbei so vorgegangen, dass auf beispielsweise etwa 100 
cm X 100 cm grofien Glasscheiben (oder entspreohenden Scheiben anderer 
Substrate; einsetzbar sind auch wesentlich grdSere Scheiben) zunSidhst durch 
bekannte physilcalische, mechanische oder chemische Verfahren ein Raster der 
herzusteilenden Chipfonnate aufgebracht wird, indem Bruchl<anten erzeugt 
werden, an denen die Glasscheibe (Oder das sonstige Substrat) spater in das 
endgDItige Chipformat zerteilt werden kann. AnschlieRend erfolgt ublicherweise 
die chemische Modifizierung indem die oben (und in den Beispielen weiter unten) 
beschriebenen Schritte, also z.B. Reinigungs-, Silylierungs- und 
Aktivierungsschritte, beispielsweise in Tauchbadem durchgefuhrt werden. Die 
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Auftragung des Dendrimers erfotgt vorteilhafleiweise nach der oben genannten 
Sandwich-Technik, und die endgultige Aklivlerung der Dendrimere mittels homo- 
oder heferobifunkb'onelier Linker erfolgt bevorzugt in Sandwich- oder durch 
Tauchbehandlung. AnschlieKend erfolgt die Zertrennung der groKflSchigen 
Substratscheiben in das entgQWge Fornriat. Altemativ kdnnen die grofifldchig 
Dendrimer-beschichteten Scheiben zunSchst zerteilt und erst ansqhlieftend, je 
nach Bedarf, mittels bifunkfioneller Linker aktiviert werden. 

Der Vorteil dleser Verfahrensgestaltung (inklusive der genannten Altemativen) 
besteht darln. dass hierdurch eine MaBstabsvergrSBerung bel der Herstellung von 
Chips erreicht wird, so dass grolie StQckzahlen der aktivlerten Chip-Oberflachen 
mit der vorteilhaften Sandwich-Technik hergestellt werden k5nnen. 

MIt dem erfindungsgem§lien Verfahren ist es moglich, auf einer Substrat- 
Oberfiache ein vemetztes dendrimeres Geriist mit freien Kupplungsgruppen als 
makromolekulare (Zwischen-)Schlcht anzubringen (vgl. Fig. 1), wodurch (a) die 
Anzahl potentieller Bindungsstellen fQr die Immobilisierung von bioorganischen 
MakromolekQIen oder sonstigen Substanzen erhSht, (b) die physikalisch- 
chemisohe Stabilitat der OberflSche verbessert und (c) die Regenerierbarkeit der 
mit den bioorganischen MakromolekQIen modrfizierten Substrat-Oberflachen 
(TrSger) verbessert wIrd. 

Die vorllegende Erfindung betriffl auch Artlkel, die nach dem erfindungsgemSBen 
Verfahren (Inklusive der oben angegebenen besonderen Verfahrensgestaltungen) 
erhaltlich sind. 

Die erfindungsgem§(ien Artikel umfessen funktionaiisierte Festphasen und konnen 
beispielsweise als Sensorelemente, Reaktorelemente und Elemente mit 
elektrischen, elektronischen oder optischen Funktionen eingesetzt werden. So 
lassen sich die mit bioorganischen MolekOlen-funktionallsierten Artikel neben den 
oben bereits genannten Biosensoren (DNA- und Protein-Arrays) auch vorteiihaft 
als Festphasen In Enzym-Reaktoren einsetzen, in denen eIne hohe physlkalisch- 
chemische WIderstandsBhigkelt und hohe Belegungsdichten benotlgt werden. 
Wegen der IWOgllchkeit, DNA-Mikroan^ays hoher Integrationsdlchte mit 
anorganlschen Kolloiden und Halbleiter-Nanokristallen zu funktionalisieren (vgl. 
hierzu NIemeyer, Cum Opin. Chem. BioL, 4, 609 (2000)) lassen sich die 
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widerstandsfahigen Oberflachen auch vorteilhaft zum Aufbau elektronisch- und 
optisch-aktiver Elemente, beispielsweise fur hochauflosende Displays, einsetzen. 

Die dritte (Teil-)Aufgabe schlieKlich wird geldst durch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Artikels mit einem auf der Oberfiache immobilisierten (Makno- 
oder sonstigen) MolekQI mit folgendem Schritt 

Kontaktierung eines mindestens eine zweite Kupplungsgruppe 

umfassenden MakromolekQIs 

(a) mit einem erfindungsgemafien Artikel oder 

(b) mit einem nacfi dem erfindungsgemaUen Verfahren 
hergestellten Artikel mit aktivierter Oberfiache 

unter Bedingungen, bei denen zumindest eine erste Kupplungsgruppe des 
Artikels und eine zweite Kupplungsgmppe des MakromolekQIs unter 
Ausbildung einer VerknQpfung zwischeri MakromolekQI und Artikel 
miteinander reagieren. 

Neben bioorganischen Makromolekulen lassen sich auch andere Substanzen wie 
makromolekulare Kolloide und Nanopartikel oder niedermolekulare Verbindungen 
wie phanmakologische Substanzen, Homfione, Antigene oder andere Wirkstoffe 
auf entsprechend praparierten erfindungsgem3fien Artikein (a oder b) 
immobflisleren. 

Die Erfindung betrifft auch Artikel, die ein mit dem dendrimeren GerQst verknDpftes 
(Makro- oder sonstiges) MolekQI umfassen. Das (Makro-)Mo]ekQI kann dabei 
beispielsweise eines sein, das aus der Gruppe ausgewahit ist, die besteht aus: 
Antikdrpem, Insbesondere der Klassen fgO, IgM, IgA, Enzymen; Rezeptoren; 
Membranproteinen, Glykolproteinen; Kohlenhydraten; Nudeinsauren; wie z.B. 
DNA, RNA, Pepfid Nudelnsaure (PNA), Pyranosyl-IRibonudelnsaure (pRNA). 

Unter den Begriff „andere Substanzen" fallen insbesondere organisch-chemische 
Oder anorganisch-chemische Gruppen mit spezifischen oder auch potentiell 
wirksamen phamiakologischen, katalytischen (z.B. photokatalytisch aktive 
Substanzen wie Porphyrine und ihre Derivate oder Katalysatoren fOr die 
stereoselektive Umformung organischer oder anorganischer Substrate), optischen 
Oder elektrischen Elgenschaften (z.B. fluoreszente, elektrolumineszente oder 
eiektrisch-leitfahige Polymere (PoIyanlHn, Polypynrol) Verbindungen, Auch kSnnen 
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Substanzbibliotheken, die beispielsweise durch kombinatorische 
Festphasensynthese zuganglich sind, auf dem Artikel immoblisiert werden, urn die 
Funktionalitat dieser gebundenen Substanzen, z.B. deren Inhlbitorwirkung auf 
biologisdie Enzyme oder Rezeptoren, zu screenen. 

Grundlage der voriiegenden Erfindung ist unter anderem die uberraschende 
Beobachtung, dass Nudeinsaure-funktionafisierte Glasoberflachen, die durch das 
erfindungsgemaiJe Verfahren hergestellt wurden, nicht nur eine drastisch 
verbesserte Nachweisgrenze bei der Detektlon komplementarer Nucleinsauren 
aufweisen, sondem darOber hinaus auch eine deutlich gesteigerte physikalisch- 
chemische Stabilltat zeigen, so dass die Regenerierbarkeit der Nucleinsaure- 
modifizierten Trager durch Behandlung mit alkalischen Waschlosungen viele Male 
ohne Aktivitatsveriust der Oberflache durchgefuhrt werden konnte. Es wurde 
festgestellt, dass die durch das erfindungsgemSBe Verfahren hergestellten Arfikel 
eine signifikant verbesserte physikalisch-chemische Stabilitat aufwelsen und damit 
die verlustfreie Regenerierbarkeit der mit den bioorganischen MakromolekQIen 
modifizierten TrSgem moglich wird. DarOber hinaus bewirkt die chemische Natur 
der dendrimeren Grundeinheiten, dass das Linkersystem fQr die AnknQpfung der 
bioorganischeri MakromolekQIe hochgradig flexibel ist. wodurch zusatzliche 
Vortelle gegenQber linearen Linkersystemen hinsichtlich der Effizienz der 
heterogenen AfRnltatsreaktion resuftferen. 

Wie bereits erwShnt, ist es mit dem erfindungsgemalien Verfahren moglich, auf 
einer Substrat-Oberflache ein vernetztes dendrirneres GerDst mit freien 
Kupplungsgruppen als makromolekulare {Zwischen-)Schicht anzubringen (vgl. Fig. 
1). Die Anbringung der makromolekularen Schicht wird beispielsweise enreicht, 
indem eine durch Standardverfahren hergestellte, z.B. Amino- , Epoxy- oder 
Carboxyl-modifizlerte Glasoberflache (als Substratoberflache) zunacbst mit einem 
dendrimeren IVIakromolekQI und anschlieUend mit einem homo- oder 
heterobifunktlonalen Unkenreagenz behandelt wird. Durch die Anbindung der 
dendrimeren Komponente an die modifizierte Glasoberflache wird die Anzahl der 
Bindungsstellen fQr die Immobilisierung bioorganischer MakromolekQIe {z.B. 
bestimmter Nucleinsauren) erhaht Durch die Behandlung mit dem 
homobifunktionalen Unkenreagenz werden vorzugswefse (a) die mit der Substrat- 
Oberflache verknOpften Dendrimer-Einherten fQr die Immobilisierung der 
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bloorganlschen Makromolekule aktiviert, d.h. mit freien Kupplungsgmppen 
ausgerOstet und (b) die Dendrimer-Einheiten kovalent vernetzt. Bioorganlsche 
MakromolekQie lassen sich sehr stabil auf der Oberfiache eines so hergesteilten 
Artikels immobilisieren. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen unter Bezugnahme auf die 
beigefOgten Figuren nSher eriautert. 

Beisplele 

Beispiel 1: 

Verfaliren zur Herstellung eines Glastragers mit einem auf der 
Glastrageroberflache angebraditen, gecrossiinktem DendrimergerQst mit freien 
Isothiocyanat-Kupplungsgruppen, sowie Immobllisierung eines bioorganiscfien 
MakromolekQIs durcli Ankopplung an die Kupplungsgruppen 

1 . 1 Aminosllylierung einer Glasoberflache (Oberflachenaktivierung): 

Es wurde ein Glastrager mit einer Oberfiache auf der Basis von Siliziumdioxid 
bereitgestellt. Die Glasoberflache wurde grQndlich gereinigt (CH2CI2 
H2O2/H2SO4 + Ultraschall ~> Bidest). Danach wurde die Glasoberflache silyliert 
(vgl. Fig. 1; Schritt 1), und zwar mit 3-AminopropyltriethoxysiIan in Ethanol / 
Wasser (95:5) mit einem in der Literatur beschriebenem Verfahren (Maskos, U.; 
Southern E.M.; Nucleic Acids Res., 20(7), 1679-1684 (1992) (andere 
Silyliemngsverfahren sind ebenfalls anwendbar). 

1 .2 Carboxyfunktionalisierung der Oberfiache 

Die gemSfi 1.1 hergesteilte aminosilylierte GlasoberflSche wurde mit einer 10 mM 
L5sung aus Disuccinimldylglutarat In CH2Cl2/n-EthyIdijsopropylamin (100:1) fOr 2h 
bei RT unter Argon carboxyfunktionalislert (vgl. Fig.1, Schritt 2). Die Oberfiache 
wurde anschlieBend mehrfach grQndlich mtt CH2CI2 gewaschen. 
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Die auf diese Weise eingefuhrte Carboxygmppe konnte anschlieBend als 
Initiatorgmppe eingesetzt werden 

1.3 VerknQpfung der Oberflache mit einem aminoterminierten Dendrimer 
{Amino-Dendrimer-lmmobilisierung) 

Die Oberflache wurde mit einer 10%igen L6sung elnes unter dem Handelsnamen 
Starburst (PAMAM) gehandelten Aminodendrimers (Fa. Aldrich Chem. Co, vgl 
auch Yamakawa, Y et al. J. of Polymer Sdence: Part A 37 3638-3645 (1999)) In 
Methanol benetzt (vgl. Fig.1. Schritt 3). Dieser Schritt kann belspielswe'ise mit dem 
bereits beschriebenen, vorteilhaften Sandwich-Verfahren durchgefuhrt werden. 
Nach 30mln0tiger Reaktionszeit (Umsetzung der Carboxygruppen mit den 
Aminogruppen des Dendrimers) wurde der Oberschuss an Dendrimer durch 
Waschen entfemt und die nun mit Dendrimer versehene (Glastrager-)Oberflache 
im Stickstoffstrom getrocknet 

1 .4 Umsetzen mit Linkersubstanz (Erzeugen von freien Kupplungsgruppen 
und Vemetzen der Dendrimer-Einheiten) 

Die gemass 1.3 mit Dendrimer ausgerOsteten Glastrager wurden in eine 20 mM 
Losung eines homobifunktionalen Linkemiolekuls, beispielsweise Phenylen-1,4- 
diisothiooyanat, in CH2Cl2/Pyridin (100:1) Oberfuhrt (vgL Fig.1, Schritt 4). Nach 
SOminutiger Reaktionszeit wurde grOndlich mit CH2CI2 gewaschen. Der 
Glastrager mit Dendrimer-Oberfiache konnte jetzt direkt fur eine im folgenden 
naher beschriebene Immobilisierung bioorganischer Makromolekule eingesetzt 
Oder altemativ bis zur Venvendung unter Argon aufbewahrt werden. 

1.5. AnknQpfung (Immobilisierung) bioorganischer MakromolekQIe - 
allgemeine Verfahrensvorschrift 

Die gemass 1.4 vorbereitete Oberflache wurde mit Tropfen einer wSssrfgen 
Losung benetzt, die ein zu immobilisierendes bioorganisches l\^akromolekOI in 
einem typischen KonzentraHonsbereich von 1 - 100 jiM enthielt Bei der 
bioorganischen Komponente handelte es sich beispielsweise urn 5-Amino- 
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modifizierte Oligonudeotide, wie sie von einer Vielzahl kommerzieller Lieferanten 
bezogen werden k5nnen. 

Die benetzten Oberflachen wurden In einer FeuchtigkeitskanDmer mehrere 
Stunden rnkubiert. Die opti'mafe Inkubationszeit war dabei abhangig von Art und 
Konzentration derzu immobilisierenden Komponente. 

Zur Vemrieidung unspezifischer Bindungen bei gegebenenfails vorgesehenen 
Affinitgtsreaktionen wurden die w3hrend der Inkubationszeit nicht abreagierten 
Kupplungsgruppen anschliefiend deaktivierL Hierzu wurde das Giastrager- 
Element zum Beispiel in eine 6-AminohexanolI6sung (100 mM in 
Dimethylfonnamid (DIVIF)) QberfOhrt, um noch aktive Isothiocyanatgaippen eines 
Phenylendiisotliiocyanatllnkers (siehe 1.4 oben) zu inaktivieren. Die Glastrager- 
Oberflache wurde daraufliin mit detergenzhaltigen Losungen, beispielsweise 
Natriumdodecylsulfat, von nicht kovalent angebundenen bioorganischen 
IVIakromolekQlen befreit, dann mehrmals in bidestiiliertem Wasser gespQIt und im 
N2-Strom getrocknet Bis zur Verwendung wurden die beladenen Sensoren bei - 
20Xgelagert. 

Dendrimer-basisierte, Isothiocyanat-funktionalislerte Oberfl3clien, die 
beispielsweise mit amino-funktionalisierten Oligonudeotiden beladen sind, sind als 
Sensoroberflachen von besonderem Interesse fQr die DNA-Chiptechnologie, vgl. 
Niemeyer, CM.; Blolim, D. Angew. Chem. 111/19 3039-3043 (1999). Vgl. in 
diesem Zusammeniiang aucti Fig.2 und die zugeliorigen Erl3uterungen. 



BeisDiel 2: 

1. Variation : Modifikation von Glastriger-OberflSchen unter Venwendung 
carboxytenninierter Dendnmere 

Die Aminierung eines Tragers auf Glasbasis erfolgte wie in Beispiel 1 unter 1.1 
besdirieben. 
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Zum Aufbau einer Carboxydendrimer-Oberflache wurde zunachst ein 
carboxyterminiertes Dendrimer (Handelsname Starburst (PAMAM) Dendrimen 
Aldrich Chem. Co) nach bekannten Methoden, beispielsweisis wie von Johnsson, 
B.; Lofas, S.; Lindquist. G. Anal. Biochem. 198 268-277 (1991) beschrieben, in 
Gegenwart von Dicyciohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimd veresterL Das 
aktivierte Dendrimer wurde in DMF auf die aminosilylierte Oberfl3che gebracht 
und nach SOminQtiger Reaktionszeit wurde das QberschOssige Dendrimer mit DMF 
abgewaschen. Die Oberfi3d\en konnten anschiiefiend direkt, wie in Beispiel 1 
beschrieben fOr die Immobilisierung bioorganischer MakromolekQIe eingesetzt 
werden. Altemativ konnten die akUvierten Oberflachen unter Argon gelagert 
werden. 

Beispiel 3; 

2. Variation : Aufbau makromolekularer Sensoroberflachen auf Basis 
ammoreakiiver Silanoberflachen 

Die Reinigung der Glasoberflachen erfolgt wie mler Beispiel 1, 1.1 beschrieben. 
Im Falle hydrolysestabiler Silane wie 3-Carb6xypropyltriaikoxysilan erfolgt die 
Silanisierung wie unter Beispiel 1, 1.1 angegeben. Sofem es sich urn ein 
hydrolyseempfifndliches Silane handelt. wie befspJelsweise 3- 
Glycidoxypryopyltrimethoxysilan, 2-(3,4-Epoxycyclohexyl>-ethyltriethoxysilan, 3- 
lodopropyttrimethoxysi[an, 3-lsothfocyanatotrialkoxysilan und den entsprechenden 
Trihalogensilanen wird die Silanisierung vorzugsweise unter trockenen 
Bedingungen wie in der Literatur beschrieben durchgefuhrt (Southern, E.M. et ai.; 
Nucleic Acids Res,, 22(8), 1368-1373 (1994); andere Verfahren ist ebenlalls 
denkbar. Epoxy-, Isothioc^anato- und lodo-tenninierte SilanoberflSchen werden 
direkt zur Anbindung des aminofunktionaifsiertem Dendrimer eingesetzt, w3hrend 
carboxyfunktionallsierte SflanoberflSchen zunachst durch Umsetzung mit 
DCC/NHS, wie unter Beispiel 7, 7.2 beschrieben, aktiviert werden. Die weitere 
Umsetzung der Dendrimeroberfl§che mit einem homo-, Oder heterobifunktionalem 
Spacer zur Erzeugung der ersten Kupplungsgruppe und die AnknQpfung der 
MakromolekQIe an diese erfolgt wie unter Beispiel 1, 1.4 - 1.5, sowie Beispiel 7. 
7.4 beschrieben. 
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BeisDiel 4 : 

3, Variation : Verwendung von Kunststofftragem 

Oberflachen von Kunststofftragem aus belsplelsweise Polyethylen, Polypropylen, 
Polystyrol, Polycarbonat, Polyacrylnitril Oder deren Copolymere wurden nach 
bekannten Verfahren, beispielsweise nach der Methode von Hartwig, A. et al. 
Advances in Colloid and Interface Science 52, 65-78 (1994) durch Radiofrequenz- 
Plasmaentladung in einer Ammoniak-Atmosphare aminiert. 

Der Aufbau Dendrimer-basierter Oberflachen erfolgte dann wie in Beispiel 1, 2 
Oder 7 beschrieben. 

Beispiel 5 : 

4, Variation : Verwendung von Gold-beschichteten Tragemiaterialien 

Gold-Schichten wurden auf ubiiche Weise auf diverse Trager aufgetragen und 
durch bekannte Verfahren aminiert, beispielsweise indem eine aminoterminierte 
SAIVI auf Gold hergestellt wind, wie dies von Glodde, M.; Hartwig, A,; Hennemann, 
O.-^D.; Stohrer, W.-D. Intern. J. of Ahesion & Adhesivs 18 359-364 (1998) 
beschrieben wurde. 

Der Aufbau Dendrimer-basierter Oberflachen und die Anbindung bioorganischer 
MakromolekQIe erfolgte wie in den Beisplelen 1-3 beschrieben. 

Beispiel 6: 

5, Variation : Venwendung von Oberflachen auf der Basis von Siliclum und anderen 
Metal! und Halbleiter-Tragenmaterialien 

Metall- und Halbleiter-Oberfiachen wurden mittels bekannter Verfahren aminiert 
beispielsweise durch Siliyliening mit Amino- , Epoxy- . Carboxy- oder Thiolsilanen 
(vgl. Chrisey. L.; OTen^ll. C.E.; Spargo. BJ.; Dulcey, C.S.; Calvert. J.M. Nucleic 
Acids Research 24/15 3040-3047 (1996) und Bhatia, S.K. et al. Anal. Biocliem. 
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178. 408-413 (1989)) Oder durch Hydrosilylierung mit ©-Undecencarbonsaure 
(Sieval. A.B. et al.; Langmuir 14{7) 1759-1768 (1998). 

Die jeweiligen aktivierten Oberflachen wurden anschHeBend entsprechend den 
Beispielen 1-3 mit einer dendrimeren Komponente modifiziert 

Biorganische MakromolekQIe wurden immobiiisiert wie in Beispiel 1 unter 1.5 
beschrieben. 

BelsDtel 7: 

e.Variation : Verfahren zur Herstellung eines Glastragers mit einem auf der 
Glastrageroberfiache angebrachten , nicht vemetzten Dendrimergerust mit freien 
NHS-Ester-Kupplungsgruppen 

7.1 Aminosilylierung einer Glasoberflache (Oberflachenaktivierung): 
Die Silylierung erfolgte wie in Beispiel 1 unter 1.1 ausgefOlirt. 

7.2 Carboxyfunlctionalisierung der Oberflaclie 

Die* gemali 1.1 hergestellte aminosilylierte Glasoberflache wurde mit einer 
gesattigten Losung aus Glutarsaureanhydrid in DMF fQr 4h bei RT unter Argon 
carboxyfunktionalisiert. Die OberflSche wurde anschlieKend mehrfach grOndlich 
mit DMF und Wasser gewaschen. Anschliefiend wurden die freien 
Carboxylgruppen mit Dlc^clohexylcarbpdiimid (DCC) und N-Hydroxysucdnimid 
(NHS) alctMerL Hierzu wurde die OberflSche mit einer L5sung aus 1 M DCC und 1 
M NHS in DMF benetzt. Nacli 4stQndiger RealcUonszeit wurden die Trager 
grOndlich mit DMF und Aceton gewaschen. 

Die auf diese Weise eingefQhrte NHS-Ester-afctiverte Carboxygruppe konnte 
ansdilieKend als Initiatongruppe eingesetzt werden 

7.3 VerknOpfung der Oberflache mit einem aminoterminierten Dendrimer 
(Amino-Dendrimer-lmmobilisierung) 
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Die der dendrimeren Grundeinheit mit dem Substrat erfolgte wie in Beispiel 1 unter 
I.SausgefQhrt. 

7.4 Umsetzen mft Ltnkersubstanz (Erzeugen von freien 

Kuppfungsgruppen) 

Die gemass 1.3 mit dendrimeren Gmndeinlieiten ausgerusteten GIastr§ger 
wurden in eine gesattigte L6sung von Glutarsaureanhydrid In DMF OberfOhrL Nach 
4stundiger Reaktionszeit wurde grundiicii mit DMF und Wasser gewaschen. 
Anscfiliellend wurden die freien Carboxylgruppen mit Dicyclolnexylcarbodiimid 
(DCC) und Ismydroxysucdnimid (NHS) alctiviert Hierzu wurde die Oberflaclie mit 
einer Losung aus 1 M DCC und 1 M NHS in DMF benetzt. Nach 4stundiger 
Reaktionszeit wurden die Trager grundlicli mit DMF und Aceton gewasciien. Der 
Glastrager mit Dendrimer-OberflSche konnte jetzt direkt fOr eine im folgenden 
naher bescliriebene Immobilisiemng bioorganischer Makromolekule eingesetzt 
Oder altemativ bis zur Verwendung unter Argon aufbewahrt werden. 

Zu den vorstehenden Beispielen 1-7 gefioren die beigefugten Figuren 1 und 2, 
die nachfolgend noch n§her erlSutert werden. Es stellen dan 

Figur 1 : Oberfiachenmodifikation zur Erzeugung Dendrimer- basierender, 
makromolekularer Sensoroberfl&chen. 

Figur 2: AnknQpfiing von BiomolekQIen an die Oberflachen gemass Fig. 1 

In Figur 1 ist die Oberfiachenmodifikation eines GlastrSgers, Kunststofflragers 
Oder Gold-beschichteten Tragers (als Substrat) dargestellt, vgl. insbesondere die 
Beispiele 1,4, 5 und 7. 

Schritt 1 zeigt die Aminoaktivierung der Oberflache durch Sllylierung, RFPD oder 
CD-Aminoaikylthiol-SAM, vgl. Beispiel 1, 1.1. 
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Schritt 2 fQhrt durdi Anbindung einer Dicarbons3ure zu einer carboxylierten 
Oberflache, vgl, Beispiel 1, 1,2. 

An dieser Oberflache wird gemass Schritt 3 ein polyfiinktionalisiertes Amino- 
Dendrimer fixiert. Typischerweise wird hierfur ein Dendrimer der 4. Generation mit 
64 Aminogruppen verwendet, vgl. Beispiel 1,1.3. 

Die abschlieRende Endgruppenaktivierung und das Crossltnking der fixierten 
Dendrimere kann aus Schritt 4 ersehen werden. Aus ObersichtsgrOnden nicht 
dargestellt ist die Intramolekular auflretende Vemetzung (Crosslinking) von 
Aminoendgruppen, vgl. Beispiel 1, 1.4. 

In Figur 2 ist eine Dendrimer-basierte, Isothiocyanat-funktionalisierte Oberflache 
dargestellt, die mit bioorganischen IVlakromolekulen beladen ist. Bei den 
Makromolekulen handelt es sich urn amino-funktionalisierte Oligonucleotide. 
Derartige Oberflachen sind als Sensoroberflachen von besonderem Interesse fOr 
die DNA-Chiptechnologie, vgl. Niemeyer, CM.\ Blohm, D. Angew. Chem. 111/19 
3039-3043 (1999). Die Anbindung der Oligonucleotide erfolgt \Arie zu Beispiel 1 
unter 1.5 beschrieben; eine Regeneration kann beispielswelse im alkalischen 
Medium erfolgen (z.B unter folgenden Bedlngungen: EInsatz von 50 mM NaOH, 
Raumtemperatur, 2x3 min). 

Beispiel 8: 

Vergleichende Betrachtung von Homogenitat und Beladungsdichte bel DNA- 
Anrays die (a) mit konventionellem linearem Linker und (b) durch 
erfindungsgemaBe Oberflachenmodifikation erhaKen wurden 

Die durchgefDhrte Untersuchung wird anhand der Fig. 3 (mit Rg. 3-1 und 3-2) 
naher^rlSutert 

Fig. 3-1 zeigt einen konventionellen DNA-Array, der 5'-aminomodifizierte 
Fangeroligonucleotide tragt. die Ober eInen konventionellen linearen Linker 
oberflachen-fixiert sind. 
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Die Aktivierung der Oberfl§che wurde folgendermaBen durchgefOhrt: 
Nach Silylierung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan wie zu Beispiel 1 unter 1.1 
beschrieben wurde 1,4-PhenyIendiisothiocyanat angebunden. Die einzelnen Spots 
wurden dabei mit einer piezoiceramischen Pipette auf die konventionelle 
Oberfladie aufgetragen urn den Oligonudeotid-Array zu bilden. Die Spots einer 
senkrechten Reihe. wurden jeweils mit dem gleichen Volumen an 
Fangeroligonucleotidlosung erzeugt Reihen 1-4, 9-12 = 2 ni; 5-8, 13-16 = 4 nl. 
Die Konzentration der gespotteten Oligomeridsung betrug 10pmol/l in Bidest. 

Figur 3-2 zeigt zum Vergleich einen erfindungsgemafien DNA-Array mit einer 
erfindungsgemSHen (Sensor-}Oberfl3cfie. 

Der Modrfikationsweg ist in Beispiel 1 beschrieben. 

Immobilisiert wurde das gleiche Fangeroligonucleotid wle im Falle des Arrays aus 
Abb. 3-1. 

Zur Hersteilung des erfindungsgemalien Arrays wurde das Spotvolumen innerhalb 
der jeweiligen Reilien 1-16 variiert obere 7 Spots: 2 nl; untere 8 Spots: 4 nl. Die 
Konzentration der gespotteten Oligomerlosung betrug lOpmol/l in Bidest. 

Hybridislerung und verglelchende Array-Auswertung: 

In beiden Fallen wurde 1h lang bei Raumtemperatur mit einer 1 nM Losung der 3'- 
Cy5-marklerten, kompiementSren Nucleinsaure hybridlsierL Die Array-Auswertung 
erfolgte durch Fluoreszenz-Anregung und Auslesung mit einer handelsDblichen 
CCD-Kamera. 

Der nach einem herkdmmllchen Verfahren, nSmlich durch Isothioqranataktivierung 
amino-silyllerter Glasoberfiachen hergestellte Array aus Fig. 3-1 zelgt deutliche 
Inhomogenltaten in der Signalintensitat innerhaib der senkrechten Reihen 1-16, 
obwohl aufgrund identlscher Bedingungen die gleiche IntensitSt zu en^^arten war. 
Dieser Effekt ist auf eine inhomogene Oberflachenmodifikation zuruckzufuhren 
und lasst sich bei Arrays ohne erfindungsgema&er Oberfiachenmodifrkatlon nur 
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schwer verhindem. Derartige Effekte wQrden eine quantitative Auswertung des 
Arrays stark behindern. 

HIngegen wei'sen die elnzelnen Signale des Arrays mit erfindungsgemaBer 
Oberflachenaktivierung aus Rg. 3-2 innerhalb einer senkechten Reihe nahezu die 
gleiche Intensitat auf. Die Homogenitat der Oberfladienmodifikation ist durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren also deutiid> verbessert 

Die unterschiedliche Beladungsdichte mit Fangerollgonucleotiden wird aus den 
verschiedenen Belichtungszeiten wahrend der Aufnahme deutiich. FOr die 
Aufnahme Rg. 3-1 war eine Bellchtungszeit von 120 sec notwendig, urn Signale 
detektieren zu konnen; fur Aufnahme Fig. 3-2 lediglich 10 sec. 

Beispiel 9: 

Verglelchende Betrachtung der Regenerationsstabilitat eines DNA-Anrays mit 
konventionellem linearem Linker und eines durch erfindungsgemaUe 
OberfiSchenmodifikation erhaltenen DNA-Arrays 

Die durchgefuhrte Untersuchung wird anhand der Fig. 4 (mit Fig. 4-1 bis 4-8) 
naher eriautert. 

Der in den Rg. 4-1 bis? 4-3 dargestellte DNA-An-ay umfesst einen konventlonellen 
linearen Linker, wShrend der in den Fig. 4^ bis 4-8 dargestellte Anray eine 
erflndungsgemaBe (Sensor-pberfl§che aufweist Die Oberfiachenmodifikation 
und Hybridislerung der Anrays erfolgte so vwe zu Beispiel 7 beschrieben. Bespottet 
wurden jeweils Quadrupoie mit varilerenden Volumlna von 1,4 - 5,6 nL 
Regeneriert wurde Jewells 2 x 3 min mit 50 mM NaOH bei RT. 

Fig. 4-1 zeigt den Array mit linearem Linker nach der ersten Hybridislerung, Fig. 4- 
2 zeigt den An^ay nach der Regeneration und Abb. 4-3 zeigt den Array nach der 
zweiten Hybridislerung. Deutlich ist zu sehen, daB bereits nach dem ersten 
Regenerationsschritt die Signalintensitat stark vemngert isL Ursache ist die 
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Ablosung des Fangeroligonucleotides wahrend des Regenerationsprozesses 
aufgrund der inharenten Instabilitat des konventionellen Linkers. 

Fig. 4-4 bis 4-8 zeigen die durch das erfindungsgemaBe Verfiahren verbesserten 
Regenerationseigenschaflen. Audi nach wiederholtem Regenerationsprozess 
kann vorteilliafterwelse keine Abnahme der Signalintensltat beobachtet werden. 

Weitere Flguren: 

Fig. 5 ist eine stark schematische Darstellung der bevorzugten Sandwich- 
PrSparationstechnik, sielie oben. 

Fig. 6 ist eine stark schematische Darstellung eines bevorzugten 
erfindungsgemaiien Verfahrens zur Herstellung eines Artfkels mit aktivierter 
Oberflache zur Immobilisierung von IVIakromolekulen oder sonstigen 
Verbindungen. 
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Patentanspruche 

1. Artikel mrt aktivierter Oberflache zur Immobilisierung von MakromoiekQIen, 
umfassend 

- ein Substrat mit einer OberflSche, 

- ein mlt der Substrat-OberflSche verknOpftes dendrimeres GerQst und 

- eine Anzahl von mit dem dendrimeren GerQst verknQpften ersten 
Kupplungsgruppen zur Immobilisierung von MakromoiekQIen 

2. Artikel nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet dass der Artikel 

- . ein Sensor Oder Sensorelement, 

- ein Array wie z.B. ein DNA-{Mikro-)Anray, ein Protein-(Mikro-)Array, 

- ein Peptide, Peptoide oder niedermolekulare Verbindungen wie 
Pliarmakophore tragendes Testarray, 

ein Bestandteil eines (Mikro)ReaktionsgefaG)es oder 

- ein optiscli oder elektronisch-aktives Element ist. 

3. Artikel nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei das dendrimere 
GerQst eine Anzahl von dendrimeren Grundeinheiten umfasst, die ausgewahit sind 
aus der Gruppe, die besteht aus: organischen Dendrimeren, Starburst- 
Dendrimeren, Metallodendrimeren, Halbmetallodendrlmeren, Carbosilan- 
Dendrimeren, Polysilan-Dendrimere, Glycosyl-haltigen Dendrimeren, Saccharide 
und Oligosaccharid-Dendrimeren, Peptid- und Oligopeptid-Dendrimeren, 
Nudeotid- und Oligonudeotid-Dendrimeren sowie Derivaten der vorgenannten 
Dendiimere. 

4. Artikel nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei das dendrimere 
GerQst dendrimere Grundeinheiten umfasst, die untereinander vemetzt sind. 

5. Verfahren zur Herstellung eInes Artikels mit aktivierter Oberflache zur 
Immobilisierung von MakromoiekQIen, mit folgenden Schritten: 

- Bereitstellen eines Substrates mit einer Oberflache 

- Verknupfen der Substrat-Oberflache mit dendrimeren Grundeinheiten und 
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- AusrOsten der dendrimeren Grundeinbeiten mit einer Anzahl von ersten 
Kupplungsgruppen zur Immobilisierung von Makromolekulen. 

6. Verfahren nach Anspnjch 5, wobei die Substrat-Oberflache zum VerknQpfen 
mit den dendrimeren Grundeinbeiten mit einer Anzahl von Initiatorgruppen 
ausgerOstet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Initiatorgruppen ausgewahit sind aus 
der Gruppe, die besteht aus: Hydroxyl-, Amino-, CarboxyK Ester-. Acylhalogenid-, 
Aldehyd-, Epoxy- und Thiolgruppen sowie Disulfide, Metallchelate, Nucleotide- 
und Oligonucleotide, Peptide und Haptene, wie beispielsweise Biotin-, 
Digoxigenin-, Dinitrophenylgruppen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5-7 wobei, das Substrat ein 
Tragemnaterial umfasst, das ausgewahit ist aus der Gruppe, die besteht aus: 
Tragennaterialien auf der Basis von Metallen, Halbmetallen, Halbleitennaterialien, 
Metal!-, Halbmetall- und Nichtmetalloxiden; Glasem; Kunststoffen; organischen 
und anorganischen Pofymeren; organischen und anorganischen Filmen, Gelen 
und Monoschichten, Insbesondere als Beschichtung eines der vorgenannten 
Materialien. 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 5-8, wobei die dendrimeren 
Grundeinbeiten ausgewahit sind aus der Gruppe, die besteht aus: Starburst- 
Dendrimeren, Metallodendrimeren, Glycosyl-haltigen Dendrimeren, Saccharid- 
und Oligosaccharid-Dendrimeren, Peptid- und Oligopeptid-Dendrimeren, 
Nudeotid- und Ollgonucleotid-Dendrimeren sowie Derivaten der vorgenannten 
Dendrimere. 

10. Verfehren nach einem der AnsprQche 5-9, wobei die dendrimeren 
Gaindeinheiten mit einer Anzahl von ersten Kupplungsgruppen zur 
Immobilisierung von MakromolekQIen ausgerDstet werden. Indem funktionelle 
Gruppen der dendrimeren Grundeinbeiten mit einer faifunktionellen Linkersubstanz 
umg^etzt werden. 
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11. Verfahren nach Anspnich 10, wobei die dendrfmeren Grundeinheiten vor dem 
Verknupfen der Substrat-Oberflache mit den dendrimeren Grundeinheiten mit den 
ersten Kupplungsgmppen ausgerustet werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die dendrimeren Grundeinheiten erst 
nach dem VerknOpfen der Substrat-Oberflache mit den dendrimeren 
Grundeinheiten mit den ersten Kupplungsgruppen ausgerQstet werden. 

13. Verfahren nach einem der Ansprilche 5-12, wobei die dendrimeren 
Grundeinheiten zu einem dendrimeren GerQstvemetzt werden. 

I 

14. Verfahren zur Herstellung eines Artilcels mit einem auf der Oberfiache 
immobilisierten l\/lakromolekQI mit folgendem Schritt 

- Kontaktieoing eines mindestens eine zweite Kupplungsgruppe umfassenden 
Makromolekuls 

(a) mit einem Artikel gemaH einem der AnsprQche 1-4 
Oder 

(b) mit einem gemass einem der AnsprOche 5-1 3 hergestellten Artikel mit 
aktivierter Oberfiache 

unter Bedingungen, bei denen zumindest eine erste Kupplungsgruppe des Artikels 
und eine zweite Kupplungsgruppe des IVIakromoiekOls unter Ausbildung einer 
VerknOpfting zwischen Makromolekul und Artikel miteinander reagieren. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 5-14, wobei das MakromolekOI bzw. die 
Makromolekule ausgewShlt sind aus der Gruppe. die besteht aus: bloorganischen 
MakromolekQIen wie Nucleinsauren, Antikorpem, Enzymen, Rezeptoren, 
Membranproteinen. Glykoproteinen, Kohlenhydraten; makromolekularen und 
kolloidalen Nanopartikeln; niedemnolekularen Verbindungen wie phanmakologisch 
aktiven Substanzen, Hormonen, Antigenen. 

16. Artikel, 

dadurch gekennzeichnet, dass er gemass einem Verfahren nach einem der 
AnsprQche 6-15 erhaitlich isL 
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Schritti: NH2 NH2 NH2 NH2 NHa 

OberflSchenaktiviemng 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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